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略語 
 
DMSO: dimethyl sulfoxide 
 
EDTA: ethylendiaminetetraacetic acid 
 
E-MEM: Eagle’s minimum essential medium  
 
FBS: fetal bovine serum 
 
HRP: horseradish peroxidase 
 
NHDF: normal human dermal fibroblasts 
 
PBS: Ca
2+
-, Mg
2+
-free phosphate-buffered saline 
 
SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
 
SEM: scanning electron microscopy 
 
TCP: tissue culture polystyrene 
 
WST-8: 
2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, 
monosodium salt 
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第１章 
 
概要 
 2 
本研究は、植物由来天然物質であるアルギン酸を材料に用い、有用性の高い新規の細
胞培養基質を開発することを目的とした。本研究の結果から、鉄イオンを用いて架橋さ
せたアルギン酸が、細胞の培養基質となり得ることが初めて示された。また、この鉄イ
オンにより架橋されたアルギン酸を細胞培養基質として用い、培養基質を溶解させるこ
とにより細胞を回収する新たな培養細胞回収方法を考案し、この方法が従来の方法に比
べ、細胞へのダメージの尐ない優れた方法であることを明らかにした。 
一般に生体組織は、細胞と細胞外マトリックスから構成されており、細胞外マトリッ
クスは細胞の増殖や分化にとって重要な「足場」として機能している。血液細胞以外の
体を構成するすべての細胞はこのような細胞外マトリックスと相互作用しており、生体
組織から分離した細胞を生体外において培養する際にも同等の足場が必要となる（細胞
の足場依存性）。生体外での細胞培養においては「組織培養用ポリスチレン（tissue culture 
polystyrene; TCP）」などが細胞の培養基材として広く利用されているが、このような人
工基材を用いた培養時には付着性の細胞は培養基材に吸着された接着性タンパク質を
介して基材となる材料に接着し、足場を確保することが知られている。ビトロネクチン
やフィブロネクチンは血清中に含まれる主要な細胞接着性タンパク質であり、血清含有
培地を用いた細胞培養において、細胞の接着を媒介することが知られている。一方、「生
体組織工学（tissue engineering）」は、生体組織再生の誘導を目的として細胞の周辺環境
を作り与える医工学技術・方法論として、基礎生物医学研究とともに再生医学に大きく
関与する研究分野である。再生の場の構築・足場の設計のためには、細胞の接着および
増殖を支持でき、また生体吸収性を有した人工細胞外マトリックスが必要とされる。こ
のような人工細胞外マトリックスの構築に用いられる生体吸収性バイオマテリアル材
料は、おもに「合成材料」と「天然材料」に大別できる。「合成材料」は生体適合性に
乏しく、生体内での残存物質のリスクもある。一方、「天然材料」は高い生体適合性を
有する反面、感染リスクなど安全面で、また倫理面での問題が大きな課題となる。この
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ような点を考慮すると、「植物由来天然物質」は生体適合性が高く、かつリスクの尐な
い材料であると考えられる。コンブなどから抽出される直鎖状の多糖類である「アルギ
ン酸」は、このような植物由来天然物質のひとつであり、生体適合性・生分解性に優れ
た物質として知られている。アルギン酸は、二種のウロン酸、D-マンヌロン酸と L-グ
ルロン酸が β-および α-(1-4)-グリコシド結合により種々の割合で結合することにより構
成されており、二価以上の金属イオンにより架橋されゲル化する性質をもつ。この特徴
を利用して、おもにカルシウムイオンを用いて架橋させたアルギン酸は幅広く利用され
ているが、タンパク質の吸着能が乏しく、細胞との親和性が低いため、細胞培養基質と
しての利用には不適である。一方、キトサンや κ-カラギナンをはじめとする様々な多糖
類は鉄イオンと結合することが分かっており、アルギン酸も同様に鉄イオンにより架橋
され安定したゲルを形成することが知られている。鉄架橋アルギン酸は生物医学分野に
おいても応用されはじめており、細胞毒性の観点から生体適合性を評価した研究により、
生体適合性を有する材料であることも報告されている。しかしながら、鉄架橋アルギン
酸を細胞培養基質として用いる研究に関してはこれまでに報告がない。そこで本研究で
は、有用な細胞培養基質の開発を目的とし、鉄イオンにより架橋させたアルギン酸の細
胞培養基質としての有用性を評価した。 
本研究ではまず、鉄架橋アルギン酸が細胞の培養基質として機能し得るか否かをカル
シウムイオン架橋の場合と比較して検証した。イオン架橋アルギン酸薄膜を作製し、モ
デル細胞として正常ヒト皮膚繊維芽細胞（normal human dermal fibroblasts; NHDF）を用
いて細胞培養基質としての適性を評価した。NHDF をアルギン酸薄膜上に播種した結果、
カルシウム架橋アルギン酸薄膜上では細胞の伸展・増殖は見られなかったが、対照的に、
鉄架橋アルギン酸薄膜上では細胞の伸展・増殖が観察された。次に、細胞の接着にはタ
ンパク質の培養基質へ吸着が重要であることから、血清タンパク質が鉄架橋アルギン酸
表面での NHDF の振る舞いに及ぼす影響について、特に主要な接着性タンパク質であ
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るビトロネクチン・フィブロネクチンに着目して調べた。その結果、無血清培地を用い
た場合および、ビトロネクチンに対するレセプターである αv インテグリンを抗体によ
りブロックした場合、鉄架橋アルギン酸薄膜上への細胞の初期接着・伸展は低減した。
また、無血清条件下でもビトロネクチンを加えた場合には、血清存在下と同程度の細胞
の初期接着・伸展が確認された。一方、フィブロネクチンに対するレセプターである β1
インテグリンを抗体によりブロックした場合、また無血清条件下でフィブロネクチンを
加えた場合には細胞の初期接着・伸展への影響は認められなかった。また、アルギン酸
薄膜の表面特性を、タンパク質吸着能と濡れ性の観点から評価した。タンパク質の吸着
能を調べるため、アルギン酸薄膜を 0、10、または 100％の血清に浸漬させたのち、キ
レート剤を用いて薄膜を溶解して、溶解液中に含まれるタンパク質を SDS-PAGE によ
り分離、その後銀染色およびイムノブロット法により解析した。その結果、鉄架橋アル
ギン酸薄膜はカルシウム架橋アルギン酸薄膜に比べ、はるかに多くのタンパク質を吸着
することが明らかになり、鉄架橋アルギン酸薄膜表面に吸着されたタンパク質にはビト
ロネクチン・フィブロネクチンも含まれていることが示された。アルギン酸薄膜表面の
濡れ性は、接触角測定装置を用いて captive air bubble 法にて測定した。その結果、鉄架
橋アルギン酸薄膜はカルシウム架橋アルギン酸薄膜に比べ疎水性の表面を持つことが
示された。先行研究から、カルシウム架橋アルギン酸は親水性を呈すること、また親水
性表面はタンパク質の吸着・細胞の接着に不適であることが報告されていることから、
鉄架橋アルギン酸とカルシウム架橋アルギン酸の表面の濡れ性の違いが、細胞培養基質
としての適性の差としてあらわれていることが推測される。これらの結果から、鉄架橋
アルギン酸薄膜がヒト皮膚繊維芽細胞の培養基質となり得ることが示され、また、鉄架
橋アルギン酸表面でのヒト皮膚繊維芽細胞の初期の接着・伸展には、ビトロネクチンが
重要な役割を果たしていることが示唆された。 
次に本研究では、鉄架橋アルギン酸を培養基質に用い、培養基質の溶解により細胞を
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回収する新規の細胞回収方法を考案し、その有効性を評価した。TCP などを培養基質と
して用いた付着性細胞の生体外培養では、培養基質からの細胞の剥離・回収は必要不可
欠なプロセスである。一般的に用いられている培養細胞回収方法は、トリプシン処理の
ような酵素を用いた方法や、スクレーピングのような物理的な剥離による方法である。
しかしながら、このような従来の方法は、細胞に尐なからぬ損傷をもたらし、その結果、
細胞の機能・生存能力を低下させることが知られている。細胞回収に伴うダメージによ
り細胞膜接着分子が損傷を受けると、活性酸素のような遍在的な有害物質からの傷害を
受けやすくなることも報告されている。また、細胞の長期保存のために有効な手段であ
る一方で細胞に大きな負担がかかることが知られている凍結保存を行う際も、より損傷
が尐なく生存能力が高い状態で回収された細胞の方が、凍結・融解後の生存率が高くな
るという報告もある。そのため、細胞へのダメージが尐ない細胞回収方法は、多くの用
途に対し有用であると考えられる。そこで本研究では、鉄架橋アルギン酸が、クエン酸
塩のようなキレート剤を用いた架橋イオンの交換により生理的条件下で容易に溶解す
る性質を利用して、培養基質の溶解による細胞の回収を試みた。モデル細胞として HeLa
細胞を使用し、鉄架橋アルギン酸基質の溶解により回収した細胞と、トリプシン処理お
よびスクレーピングにより TCP から回収した細胞を比較し、この新たな細胞回収方法
の有効性を検証した。三通りの方法によって回収した細胞について、回収後の細胞生存
率、24 時間継代培養後の細胞回復率を評価した。回収後の細胞の表面形態は走査型電
子顕微鏡を用いて観察し、細胞膜接着分子（β1 インテグリンおよび N-カドヘリン）の
発現をイムノブロット法により解析した。また、酸化ストレスに対する抵抗性を調べる
ため、回収後の細胞に H2O2を作用させ、24 時間培養後の細胞生存率を評価した。さら
に、回収細胞の凍結・融解後の細胞生存率・24 時間培養後の細胞回復率を調べた。細
胞生存率の測定にはトリパンブルー色素排除法および WST-8 アッセイを用い、細胞回
復率は接着細胞数を測定することにより評価した。その結果、鉄架橋アルギン酸基質の
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溶解により回収した細胞は、従来の方法により回収した場合と比較して、回収後の生存
率・継代培養時の回復率が高く、細胞膜へのダメージも尐なく、細胞膜接着分子の発現
も保持されており、酸化ストレスへの抵抗力が高く、凍結保存後の生存率・回復率も高
いことが示された。これらの結果から、鉄架橋アルギン酸培養基質の溶解による細胞回
収方法が有用であることが示唆された。 
以上、本研究では、これまで細胞培養基質としての利用には不適であるとされてきた
アルギン酸を、鉄イオンを架橋剤として用いることにより、培養基質としての利用へも
有用な材料であることを示した。また、鉄架橋アルギン酸基質の溶解による培養細胞回
収方法は、トリプシン処理やスクレーピングといった従来の方法を用いた場合に比べ細
胞へのダメージが尐なく、効果的な細胞回収方法であることを明らかにした。これらの
結果は、鉄架橋アルギン酸の、多くの生物医学分野用途への応用の可能性を期待させる
ものである。 
 
 7 
 
 
 
 
 
第２章 
 
本研究の背景と目的 
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１．研究背景 
一般に生体組織は、細胞と細胞外マトリックスから構成されており、細胞外マトリッ
クスは、「構造タンパク質」・「グリコサミノグリカン」・「細胞接着性タンパク質」から
構成され、細胞の増殖や分化にとって重要な「足場」として機能している（平野, 2006）。
血液細胞以外の体を構成するすべての細胞はこのような細胞外マトリックスと相互作
用しており、生体組織から分離した細胞を生体外において培養する際にも同等の足場が
必要となる。付着性の細胞は、足場を確保できなければ増殖因子の有無に関わらず増殖
できず、生存を維持することもできないが、このような現象は、細胞の足場依存性
（anchorage dependency）と呼ばれており、基質に接着できずに細胞がアポトーシスを起
こす現象は「アノイーキス」（anoikis, ギリシャ語で homelessness の意）と呼ばれる（図
１）（関口, 2001）。生体外での細胞培養においては「組織培養用ポリスチレン（tissue 
culture polystyrene; TCP）」などが培養基材として広く利用されているが、このような人
工基材を用いた培養時には付着性の細胞は培養基材に吸着された接着性タンパク質を
介して基材となる材料に接着し、足場を確保することが知られている（Wilson, 2005）。 
一方、再生医療は、従来の薬物療法や外科療法では対処できないほど大きく損傷した
生体組織や臓器の治療を目的とし、人工臓器と臓器移植の代替となる新たな治療法とし
て期待されているが、この再生医学分野の根底にあるのは「生体組織工学（tissue 
engineering）」である。生体組織の再生誘導を手助けするための細胞の周辺環境（場）
を作り与える医工学技術・方法論である生体組織工学は、基礎生物医学研究（幹細胞、
細胞増殖因子、細胞外マトリックスなどに関する研究分野）とともに再生医学に大きく
関与する研究分野であり、再生の場の構築・足場の設計のためには、バイオマテリアル
を用いた人工細胞外マトリックスの供給が必要とされる（図２）（田畑, 2006）。人工細
胞外マトリックスは細胞の足場となるため、細胞の接着および増殖を支持できることが
求められ、また組織の再生と同時に分解・吸収される必要があるため生体吸収性が求め
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られる（Kurihara and Nagamune, 2005; Tsai and Wang, 2005; Yamaguchi et al., 2004）。 
有用な細胞の足場の研究開発は生体組織工学分野において重要な課題となっている
が、生体への応用を考えた場合、宿主の組織にとってより害の尐ない材料であることが
求められる（Fukuhira et al., 2006; Li et al., 2005）。このような人工細胞外マトリックスの
構築に用いられる生体吸収性バイオマテリアル材料は、おもに「合成材料」と「天然材
料」に大別できる（表１）（平野, 2006）。表１に示したように、「合成材料」は生体適合
性に乏しく、生体内での残存物質のリスクもある。一方、「天然材料」は高い生体適合
性を有する反面、抗原性や感染性、また倫理面での問題が欠点としてあげられる。この
ような点を考慮すると、「植物由来天然物質」は生体適合性が高く、リスクの尐ない材
料であると考えられる。 
生体適合性・生分解性に優れた物質として知られている「アルギン酸」は、このよう
な植物由来天然物質のひとつである（Becker et al., 2001; Wang et al., 2003）。アルギン酸
はコンブなどから抽出される直鎖状の多糖類であり、二種のウロン酸、D-マンヌロン酸
と L-グルロン酸が β-および α-(1-4)-グリコシド結合により種々の割合で結合することに
より構成されている（Smidsrod and Skjak-Braek, 1990; Wang et al., 2003）（図３）。アルギ
ン酸は二価以上の金属イオンにより架橋されゲル化する性質を有しており（Smidsrod 
and Skjak-Braek, 1990; Sriamornsak and Kennedy, 2006）、この特徴を利用して医薬品・食
品などに幅広く用いられている。 
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図１ 細胞の足場依存性（関口, 2001 より改変） 
 
付着性細胞の生存は足場依存的であり、接着性培養基材上では細胞は接着し増殖できる
が、非接着性培養基材上では細胞は接着できずにアポトーシスを起こす。 
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図２ 生体組織工学に基づく欠損組織再生のモデル図（田畑, 2006 より改変） 
 
生体組織工学に基づく欠損組織の再生では、細胞と人工細胞外マトリックスから構成さ
れる生体組織様構造物を組織欠損部へ移植することにより、組織の再生を促す。 
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表１ 生体吸収性の細胞足場材料の例と性質（平野, 2006 より改変） 
 
生体吸収材料 利点 欠点 
合
成
材
料 
 
合
成
高
分
子 
 
・ポリグリコール酸
（PGA） 
・ポリ乳酸（PLA） 
・ポリエチレングリコー
ル（PEG） 
・性質制御が容易 
（分解性、強度、形状、表面
性状、化学的修飾など） 
 
・明確な物質組成 
 
・高い成型性 
・分解物の影響 
 
・異物反応 
 
・低い生体適合性 無
機
物 
 
・β-リン酸三カルシウ
ム（TCP） 
・炭酸カルシウム 
天
然
材
料 
 
生
体
由
来
高
分
子 
・Ⅰ型コラーゲン 
・フィブリン 
・多糖類（アルギン酸・
ヒアルロン酸・キチン・
キトサンなど）  
・高い生体適合性 
 
・植物由来もある 
・抗原性、感染性 
・倫理面の問題 
・分解性や強度制御の幅が小さい 
・均質性の維持が困難 
脱
細
胞
化
組
織 
 
（由来） 
哺乳類の小腸粘膜下組
織、皮膚、膀胱、筋肉、
羊膜 
・多種多様な構成物質 
・残存生理活性物質の効果 
・組織構造残存による効果 
・抗原性、感染性 
・倫理面の問題 
・不均質性 
・構成物質の正確な同定は不可能 
・入手が困難 
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図３ アルギン酸の化学構造 
 
植物由来天然物質であるアルギン酸は、β-D-マンヌロン酸（M）および α-L-グルロン酸
（G）の二種のウロン酸からなる直鎖状多糖類であり、図のような三種のブロック（M
ブロック・G ブロック・MG ブロック）が共存する分子構造を持つ。 
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２．本研究の目的 
「第２章 １．研究背景」で述べたように、細胞は足場を確保できなければ増殖するこ
とができず、生存の維持も困難となる。そのため、細胞を生体外で培養する際にはもち
ろん、再生医学分野においても細胞自身が細胞外マトリックスを再構築するまでの間、
細胞の足場となる人工細胞外マトリックスの供給が必要となる。このようなことから、
生体適合性が高く、かつリスクの尐ない細胞の培養基質は再生医学分野への応用を考え
た上でも非常に重要であり、このような培養基質の開発は強く望まれている。 
そこで本研究では、足場材料に適していると考えられる植物由来天然物質のアルギン酸
を材料として用い、有用な細胞の培養基質を開発することを目的とした。 
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第３章 
 
鉄イオン架橋アルギン酸薄膜上での 
ヒト皮膚繊維芽細胞の接着 
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１．序論 
「第２章 １．研究背景」で述べたように、アルギン酸は生体適合性が高く生分解性
を有し、二価以上の金属イオンにより架橋されゲル化する特徴をもつ物質である。この
特性を活用して、おもにカルシウムイオンを用いて架橋させたアルギン酸塩は幅広く利
用されており、生物医学分野においてもカプセル化（Li et al., 2006; Orive et al., 2006; 
Sriamornsak and Kennedy, 2006）や創傷被覆材（Doyle et al., 1996; Hashimoto et al., 2004; 
Suzuki et al., 1998; Wang et al., 2002）など多くの用途に用いられている。しかし、カルシ
ウム架橋アルギン酸はタンパク質の吸着能が乏しく（Smetana, 1993）、細胞との親和性
が低いことが知られている（Rowley et al., 1999; Smetana, 1993）。そのため、カルシウム
架橋アルギン酸を細胞の培養基質として用いることは難しい。「第２章 １．研究背景」
でも述べたように、細胞は材料表面に接着する際、材料表面に吸着された細胞接着性タ
ンパク質を認識しており、細胞接着性タンパク質は、接着を含む様々な細胞の機能にと
って重要な役割を果たしている（Wilson et al., 2005）。ビトロネクチンやフィブロネクチ
ンは血清中に含まれる主要な細胞接着性タンパク質であり、血清含有培地を用いた生体
外での培養において細胞の接着に関与することが知られている（Underwood and Bennett, 
1989）。このような背景ゆえに、カルシウム架橋アルギン酸を細胞の足場として利用す
る場合には、細胞接着性タンパク質の代替として RGD 等の細胞接着性ペプチドなどに
よる修飾を施す必要が生じる（Hashimoto et al., 2004; Rowley et al., 1999）。 
一方、キトサンや κ-カラギナンをはじめとする様々な多糖類は鉄イオンと結合するこ
とが分かっており（Jones et al., 2000; Sipos et al., 2003）、アルギン酸も同様に鉄イオンに
より架橋され安定したゲルを形成することが知られている（Sreeram et al., 2004）。鉄架
橋アルギン酸は様々な分野で利用されており、生物医学分野においても応用されはじめ
ている（Ma et al., 2008; Shi et al., 2005）。例えば、アルギン酸とカルボキシメチルキチ
ンの混合物を鉄イオンで架橋させることによりビーズを作製し、ドラッグデリバリーシ
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ステムとして利用するための研究が報告されている（Shi et al., 2005）。また、超常磁性
の酸化鉄微粒子をアルギン酸により安定化させた系において細胞毒性の観点から生体
適合性を評価した研究により、鉄架橋アルギン酸は生体適合性を有する材料であること
も分かっている（Ma et al., 2008）。しかしながら、鉄架橋アルギン酸の細胞足場材料と
しての利用に関する研究は、これまでに報告がない。 
そこで本章では、鉄架橋アルギン酸が細胞培養基質として機能し得るかどうかについ
ての検討を行なった。鉄架橋アルギン酸薄膜表面での正常ヒト皮膚繊維芽細胞（normal 
human dermal fibroblasts; NHDF）の接着・増殖を調べることにより、細胞―基質間相互
作用を評価した。血清タンパク質がアルギン酸薄膜上での NHDF の機能に及ぼす影響
についても調べた。アルギン酸薄膜の表面特性については、ビトロネクチンやフィブロ
ネクチンを含む血清タンパク質の吸着能、および濡れ性によって評価した。その結果、
鉄架橋アルギン酸が細胞の足場材料として機能し得ること、さらに血清タンパク質（特
にビトロネクチン）の鉄架橋アルギン酸薄膜表面への吸着が細胞の初期接着・伸展に重
要な役割を果たしていることを明らかにした。 
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２．材料と方法 
（１） 材料 
MVG（グルロン酸比率の高いアルギン酸ナトリウム）は FMC Biopolymer より購入した。
イーグル MEM 培地（Eagle’s minimum essential medium; E-MEM）は日水製薬、ウシ胎児
血清（fetal bovine serum; FBS）は Tissue Culture Biologicals、トリプシンは Becton Dickinson
より購入した。抗ビトロネクチンポリクローナル抗体は AbD Serotec、抗フィブロネク
チンモノクローナル抗体（clone A17）は Abcam より購入した。ホースラディッシュ・
ペルオキシダーゼ（horseradish peroxidase; HRP）標識抗ウサギおよび抗マウス IgG 抗体
は Santa Cruz Biotechnology より購入した。抗インテグリンモノクローナル抗体である、
抗 αv 抗体（AV1）および抗 β1 抗体（P4C10）は Chemicon International より購入した。
正常マウス IgG 抗体は Upstate Cell Signaling Solutions より購入した。ウシビトロネクチ
ンおよびフィブロネクチンは Sigma より購入した。他の試薬は和光純薬工業より購入し
た。 
 
（２） アルギン酸薄膜の作製 
イオン架橋アルギン酸ゲル薄膜は、脱イオン水に溶解した 1％ (w/v) アルギン酸ナトリ
ウムを用いて作製した。アルギン酸薄膜作製のため、6 ウェルの組織培養用プレートの
各ウェルに、枠となるセルロース製の不織布（BEMCOTⓇ, 小津産業）とともに 1％ (w/v) 
アルギン酸ナトリウム水溶液を 3 ml ずつ加え、60℃にて一晩乾燥させた。乾燥後、ア
ルギン酸の架橋のため、500 mM の CaCl2または FeCl3を 3 ml ずつ各ウェルに加え、室
温で 30 分静置した。完成したアルギン酸薄膜は、脱イオン水にて洗浄したのち、70％
(v/v)エタノールにて滅菌した。薄膜上に細胞を播種する前に、薄膜を安定化させるため
37℃、5％ CO2条件下にて 72 時間 E-MEM に浸漬させ、24 時間ごとに培地を交換した。 
 
（３）細胞培養試験 
包皮由来の NHDF（Cambrex Bio Science Walkersville）は 10% (v/v) FBS を含む E-MEM
を用いて 37℃、5％ CO2条件下で培養した。細胞は継代数 10 から 20 の間のものを用い
た。細胞は 0.25% (w/v) トリプシンと 0.02% (w/v) ethylendiaminetetraacetic acid（EDTA）
を含む Ca2+-, Mg2+-free phosphate-buffered saline（PBS）を用いて 37℃にて 10 分間のトリ
プシン処理を行い基質から剥がした。続いて 10% (v/v) FBS を含む E-MEM を加え、酵
素反応を停止させ、細胞懸濁液を 1000 g にて 5 分間遠心し、上清を除いた後、10% (v/v) 
FBS を含む E-MEM に再懸濁した。細胞は 6 ウェルの組織培養プレートに入れたイオン
架橋アルギン酸薄膜、または TCP 基質上に、4000 個/cm2の濃度になるよう 3 ml の培地
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に懸濁して播種した。その後、37℃、5％ CO2条件下で培養し、培地交換は毎日行なっ
た。細胞の初期接着および伸展の評価は 4 時間培養後に行なった。接着細胞数をカウン
トするため、各々の薄膜は別のプレートに移し、PBS にて洗浄した。TCP のウェルも同
様に PBS にて洗浄した。細胞は 0.25% (w/v) トリプシンと 0.02% (w/v) EDTA を含む PBS
を用いて 37℃にて 10 分間のトリプシン処理を行い基質から剥がした。その後 10% (v/v) 
FBS を含む E-MEM に再懸濁し、懸濁液中の細胞数を Coulter Counter（Beckman Coulter 
Corporation）を使用してカウントした。イオン架橋アルギン酸薄膜上の伸展細胞数を評
価するため、細胞を位相差顕微鏡を用いて観察し、それぞれのサンプルに関して無作為
に選定した個所を撮影した。伸展細胞の数は、撮影した画像を用いて細胞の形態（細胞
質が伸びており、球状形態から逸脱している細胞を伸展細胞と定義）をもとに算出した。
細胞増殖の評価のため、3、6、9、12、15、18 日目にもそれぞれ接着細胞数のカウント
を行なった。鉄架橋アルギン酸薄膜を用いて、インテグリンのブロッキング抗体存在下
での NHDF の培養も行なった。10% (v/v) FBS を含む E-MEM 培地に 1：20 希釈した抗
インテグリン αv 抗体、または 10 μg/ml の抗インテグリン β１抗体を加え作用させた。
正常マウス IgG はコントロールとして 10 μg/ml の濃度で使用した。また、イオン架橋
アルギン酸薄膜を用いて、血清タンパク質の代わりに 5 μg/ml のビトロネクチンもしく
はフィブロネクチンを添加した E-MEM 培地を用いた培養も行なった。 
 
（４） 吸着タンパク質の解析 
イオン架橋アルギン酸薄膜のタンパク質吸着能は、血清タンパク質を用いて評価した。
イオン架橋アルギン酸薄膜を 6 ウェル組織培養プレートに入れ、E-MEM、10% (v/v) FBS
を含む E-MEM、もしくは FBS に 37℃にて 2 時間浸した。インキュベーションの後、薄
膜を脱イオン水にて洗浄し、別の新しいプレートに移した。そこに 100 mM のクエン酸
ナトリウム水溶液を 3 ml ずつ加え、室温にて数分間静置し薄膜を溶解させた。溶解液
を回収し、溶液中に含まれるタンパク質を 10％ (w/v) ポリアクリルアミドゲルを用い
た sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）により分離した。
等量の各サンプルをそれぞれアプライした。ゲル中のタンパク質のバンドは、銀染色キ
ットワコー（和光純薬工業）を用い、銀染色にて可視化した。また、ゲル中のタンパク
質を polyvinyliden difluoride（PVDF）膜（Millipore）に転写し、イムノブロット法によ
り解析した。タンパク質が転写された膜を 5% (w/v) スキムミルクを含む PBS にてブロ
ッキングした後、ブロッキング溶液にて希釈した抗ビトロネクチン抗体（1：100 希釈）
もしくは抗フィブロネクチン抗体（1：100 希釈）で室温にて 60 分反応させた。0.05% (v/v) 
Tween 20 を含む PBS にて洗浄した後、膜を HRP 標識の二次抗体で室温にて 60 分反応
させ、再び洗浄した後、DAB 発色を用いて抗体と反応したタンパク質のバンドを可視
化した。吸着タンパク質の定量分析は、Image J 1.40 g (http://rsb.info.nih.gov/ij)を用いて
 20 
行なった。 
 
（５）接触角の測定 
イオン架橋アルギン酸薄膜の濡れ性は、接触角測定装置（CA-X 型, 協和界面科学）を
用い、captive air bubble 法（脱イオン水に浸したサンプルに気泡を接触させ静的接触角
を測定）にて測定した。鉄架橋アルギン酸薄膜、カルシウム架橋アルギン酸薄膜ともに、
3 サンプルずつ測定した。各々のサンプルにつき、異なる 5 箇所のポイントを測定した。
測定は、室温下で行なった。 
 
（６） 統計 
統計分析は、KaleidaGraph version 4.0 software を用いて行なった。データは分散分析
（analysis of variance; ANOVA）により分析した。Post hoc 多重比較検定には Scheffe 検定
を用いた。p<0.05 の場合に有意差ありとみなした。 
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３．結果 
（１）イオン架橋アルギン酸薄膜上での細胞の接着および増殖 
イオン架橋アルギン酸薄膜上および TCP 上における細胞の形態を観察した（図 4）。
鉄架橋アルギン酸薄膜上では、細胞播種 4 時間後に細胞の初期伸展が見られ（図 4A）、
1 日後には明確な細胞伸展が確認され（図 4B）、3 日目までに細胞は増殖し、細胞数の
増加が確認された（図 4C）。カルシウム架橋アルギン酸薄膜上では、接着細胞は多尐観
察されたが、形態変化は見られなかった（図 4D-F）。TCP 表面上では、鉄架橋アルギン
酸薄膜上の場合と比較すると、細胞の形態は同等であったが、細胞の密度は培養時間の
経過とともに、より増加する傾向がみられた（図 4G-I）。 
次にイオン架橋アルギン酸薄膜上および TCP 上での細胞の初期接着について調べた
（図 5）。4 時間培養後の細胞接着率は、鉄架橋アルギン酸薄膜上（62.3±8.3%）と TCP
上（75.9±12.1%）では大きな差はみられなかった。一方、カルシウム架橋アルギン酸薄
膜上では接着した細胞は 18.2±2.5%のみであった。 
また、鉄架橋およびカルシウム架橋アルギン酸薄膜上、また TCP 上での細胞の増殖
について調べた（図 6）。鉄架橋アルギン酸薄膜上または TCP 上では安定した細胞増殖
が見られた。12 日目までは鉄架橋アルギン酸薄膜上での細胞の増殖率は TCP 上より劣
っていたが、18 日目までに同等レベルに達した。カルシウム架橋アルギン酸薄膜上で
は、多くの細胞は表面に接着したのみで培養時間に関わらず伸展は見られなかった。ま
た、接着細胞数は 18 日目までに半数以下に減尐した。 
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図 4 鉄架橋アルギン酸薄膜、カルシウム架橋アルギン酸薄膜、または TCP 上におけ
る NHDF の顕微鏡写真 
 
細胞を鉄架橋アルギン酸（A-C）、カルシウム架橋アルギン酸（D-F）、または TCP（G-I）
上において、10% (v/v) FBS を含む E-MEM を用いて 37℃にて培養し、4 時間（A、D、
G）、1 日（B、E、H）、3 日（C、F、I）後に位相差顕微鏡による観察を行なった。 
スケールバー： 200μｍ。 
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図 5 鉄架橋アルギン酸薄膜（Fe-alginate）、カルシウム架橋アルギン酸薄膜
（Ca-alginate）、または TCP 上における 4 時間培養後の NHDF の接着 
 
細胞を 10% (v/v) FBS を含む E-MEM を用いて 37℃にて 4 時間培養し、接着細胞数をカ
ウントした。細胞接着率は、播種細胞数に対する接着細胞数の割合で算出した。値は平
均値（±標準偏差）で表した（n=5）。*P <0.05：Ca-alginate の、他の培養基質に対する統
計的有意差。 
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図 6 鉄架橋アルギン酸薄膜（Fe-alginate）、カルシウム架橋アルギン酸薄膜
（Ca-alginate）、または TCP 上における NHDF の増殖 
 
細胞を 10% (v/v) FBS を含む E-MEM を用いて 37℃にて培養し、3、6、9、12、15、18
日後に接着細胞数をカウントした。値は平均値（±標準偏差）で表した（n=3）。 
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（２）ビトロネクチンおよびフィブロネクチンがイオン架橋アルギン酸薄膜上での細胞
接着・伸展に及ぼす影響 
 イオン架橋アルギン酸薄膜上での細胞の接着・伸展に対するビトロネクチンおよびフ
ィブロネクチンの関与について調べた（図 7, 8）。 
αv インテグリンはビトロネクチンの、また β1 インテグリンはフィブロネクチンの主
要なレセプターとして知られているため（Degasne et al., 1999; Gailit and Clark, 1996）、
まず、NHDF を抗インテグリン αv 抗体または抗インテグリン β1 抗体存在下において鉄
架橋アルギン酸薄膜上にて培養した（図 7）。抗インテグリン αv 抗体を加えた場合、接
着細胞数・伸展細胞数ともに大きく減尐した（接着細胞 27.4±8.0%；伸展細胞 7.4±4.7%）。
抗インテグリン β1 抗体を加えた場合、細胞接着率は 96.1±15.0%、細胞伸展率は
79.4±8.1%であった。また、無血清条件下では、鉄架橋アルギン酸薄膜上での接着細胞・
伸展細胞は極めて尐数であった。 
次に、血清の代わりにビトロネクチンまたはフィブロネクチンを添加した培地を用い
た培養も行なった（図 8）。鉄架橋アルギン酸薄膜上では、ビトロネクチン含有培地を
用いた場合の接着・伸展細胞の割合は各々87.5±20.2%、88.5±2.3%であったが、フィブ
ロネクチン含有培地を用いた場合は各々43.2±11.7%、14.3±9.4%であり、無血清条件下
と同等であった。ビトロネクチン・フィブロネクチンをともに添加した場合、鉄架橋ア
ルギン酸薄膜上での細胞接着率は 97.7±16.9%、細胞伸展率は 89.3±3.5%であった（図 8A, 
B）。これに対し、カルシウム架橋アルギン酸薄膜上では、いずれの条件下でも細胞接
着率は極めて低く（図 8C）、伸展細胞は確認されなかった。 
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図 7 鉄架橋アルギン酸薄膜上における NHDF の接着（A）および伸展（B）に抗イン
テグリン αｖまたは抗インテグリン β１抗体が及ぼす影響 
 
細胞を、抗インテグリン αv 抗体（anti-αv）、抗インテグリン β1 抗体（anti-β1）、または
正常マウス IgG（normal IgG）存在下、および抗体非存在下（none）にて、10% (v/v) FBS
を含む E-MEM を用いて 37℃にて 4 時間培養した。さらに、E-MEM のみを用いた無
血清条件下（serum free）での培養も行なった。細胞接着率は、抗体非存在下（none）
での接着細胞数に対する割合で算出した。細胞伸展率は、接着細胞数に対する伸展細胞
数の割合で算出した。値は平均値（±標準偏差）で表した（n=5）。*P <0.05：anti-αv の、
無血清条件を除く他のすべての条件に対する統計的有意差。 
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図 8 ビトロネクチン（Vn）およびフィブロネクチン（Fn）が NHDF の鉄架橋アルギ
ン酸薄膜上での接着（A）および伸展（B）、またはカルシウム架橋アルギン酸薄膜上で
の接着（C）に及ぼす影響 
 
細胞を、E-MEM を用い、Vn、Fn、または Vn＋Fn 存在下、または無血清条件下（serum 
free）、もしくは 10% (v/v) FBS 含有条件下において 37℃にて 4 時間培養した。細胞接着
率は、標準培養条件下（10% FBS）における鉄架橋アルギン酸薄膜上での接着細胞数に
対する割合で算出した。細胞伸展率は、接着細胞数に対する伸展細胞数の割合で算出し
た。値は平均値（±標準偏差）で表した（n=5）。*P <0.05：Fn の、無血清条件を除く他
のすべての条件に対する統計的有意差。 
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（３）イオン架橋アルギン酸薄膜上への血清タンパク質の吸着 
イオン架橋アルギン酸薄膜のタンパク質吸着能を調べた（図 9）。鉄架橋アルギン酸
薄膜では、培地中の FBS 濃度に比例して血清タンパク質の吸着が見られた。一方、カ
ルシウム架橋アルギン酸薄膜では、鉄架橋アルギン酸薄膜と比べると吸着タンパク質量
は非常に低かった。100% (v/v) FBS にイオン架橋アルギン酸薄膜を浸漬させた場合の吸
着タンパク質を定量分析した結果、血清中に最も多く含まれるタンパク質であるアルブ
ミン（分子量 60kDa 付近に見られるバンド）は、鉄架橋アルギン酸薄膜（レーン 6）で
はカルシウム架橋アルギン酸薄膜（レーン 3）に比べ 10.35倍の吸着量であった（図 9A）。
イムノブロット法を用いた解析により、鉄架橋アルギン酸薄膜上に吸着されたタンパク
質の中には、ビトロネクチンとフィブロネクチンも含まれていることも確認された（図
9B）。 
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図 9 イオン架橋アルギン酸薄膜上への血清タンパク質の吸着 
 
カルシウム架橋アルギン酸（Ca）または鉄架橋アルギン酸（Fe）を、E-MEM （レーン
1、4）、10% (v/v) FBS 含有 E-MEM（レーン 2、5）、もしくは FBS（レーン 3、6）中に
37℃にて 2 時間浸漬させた。吸着タンパク質は、クエン酸塩水溶液中で薄膜を溶解させ
ることにより回収した。ポジティブコントロールとして FBS（レーン 7）を用いた。分
子量は左側に示した。吸着された全血清タンパク質を銀染色により（A）、さらに、吸
着されたフィブロネクチン（Fn）またはビトロネクチン（Vn）をイムノブロット法に
より（B）検出した。 
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（４）イオン架橋アルギン酸薄膜表面の濡れ性 
イオン架橋アルギン酸薄膜表面の濡れ性を直接的に評価するため、水中での薄膜表面
と気泡の接触角を測定した（図 10）。鉄架橋アルギン酸薄膜の接触角は 29.4±1.5°、カル
シウム架橋アルギン酸薄膜の接触角は 20.4±0.8°であり、鉄架橋アルギン酸薄膜表面が
カルシウム架橋アルギン酸薄膜表面に比べ疎水的であることが示された。 
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図 10 鉄架橋アルギン酸薄膜（Fe-alginate）およびカルシウム架橋アルギン酸薄膜
（Ca-alginate）表面の接触角 
 
captive air bubble 法にて、アルギン酸薄膜表面の接触角を測定した。値は平均値（±標準
偏差）で表した（n=3）。*P <0.05。 
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４．考察 
本章の研究は、鉄架橋アルギン酸が、カルシウム架橋アルギン酸とは対照的に NHDF
の接着・増殖に適した表面を呈することを明らかにした。Wang らは、カルシウム架橋
アルギン酸がアルギン酸のウロン酸構成比によってはラット骨髄細胞の培養基質にな
り得ることを報告した（Wang et al., 2003）。しかし、ヒトの骨髄細胞の場合、β-リン酸
三カルシウム粒子とⅠ型コラーゲンによる修飾を施さない限り、カルシウム架橋アルギ
ン酸上で接着や増殖はできないことも報告している（Lawson et al., 2004）。 
鉄架橋アルギン酸薄膜上に接着した細胞は、TCP を基質に用いた場合と比較すると、
初期の段階において増殖速度が緩やかであった（図 6）。細胞は自らが分泌するタンパ
ク質などにより、自身の周辺環境や接着機構などを変化させており（Chou et al., 1995; 
Grinnell and Feld, 1982）、さらに、細胞の接着・形態変化はその後の細胞増殖活性等に大
きく影響している（Wilson et al., 2005）。鉄架橋アルギン酸薄膜の表面上では、細胞の増
殖に適した状態が整うまでに TCP 表面上の場合よりも長い期間が必要とされる可能性
も考えられる。細胞播種前に鉄架橋アルギン酸薄膜を E-MEM に浸漬させる時間を長く
すると、鉄架橋アルギン酸薄膜上での細胞増殖速度が高まることも確認された（実験結
果不記載）。この結果から、架橋に用いられている鉄イオンの一部が培地中に含まれる
ナトリウム等の他のイオンと置き換わることにより、鉄架橋アルギン酸表面が細胞の増
殖に、より適した状態となることが示唆される。一方で、架橋に用いられている鉄イオ
ンがアルギン酸から脱離することはアルギン酸薄膜の強度の低下につながり、細胞の増
殖には不適となるため、本研究では薄膜の十分な強度を維持するために浸漬時間を 72
時間とした。アルギン酸の架橋に用いる鉄イオンの濃度も、薄膜の十分な強度が保たれ、
かつ細胞の増殖が過度に阻害されないような濃度に設定した。薄膜作製に用いたアルギ
ン酸ナトリウム溶液も、薄膜の最適な強度が得られ操作性のよい濃度・分量とした。 
血清不含培地を用いて NHDF を培養した場合、細胞は鉄架橋アルギン酸薄膜上にほ
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とんど接着しなかった（図 7, 8）。また、タンパク質吸着能の低いカルシウム架橋アル
ギン酸上では、いずれの条件下でも接着細胞数は非常に尐なく伸展は見られなかった
（図 8C）。これらの結果から、イオン架橋アルギン酸薄膜上への細胞の接着にはタンパ
ク質の吸着が必須であり、鉄架橋アルギン酸とカルシウム架橋アルギン酸における細胞
親和性の違いはタンパク質吸着能の差異に起因していることが推測される。先行研究に
おいても、細胞接着性タンパク質は接着を含む様々な細胞機能にとって非常に重要な役
割を果たすことが分かっており（Wilson et al., 2005）、材料表面で細胞が増殖する際には、
材料表面が細胞―基質間相互作用を促進するような環境であることが重要であると同
時に、タンパク質の吸着が必要不可欠となることが明らかにされている（Giannoulis and 
Desai, 2002）。 
細胞の接着はインテグリンと呼ばれる細胞表面レセプターと細胞外マトリックスタ
ンパク質との特異性相互作用によって媒介されており（Akiyama, 1996; Buck and Horwitz, 
1987）、ビトロネクチンとフィブロネクチンは主要な細胞接着性タンパク質である
（Underwood and Bennett, 1989）。Gailit らは皮膚の繊維芽細胞がビトロネクチンに接着
する際には β1 インテグリンではなく αv インテグリンが主に使われ、フィブロネクチン
に接着する際には対照的にαvインテグリンではなく β1インテグリンが初期に使われる
ことを報告している（Gailit and Clark, 1996）。図 7 に示したように、ビトロネクチンへ
の細胞接着をブロックする抗 αv 抗体を NHDF に作用させると、接着・伸展ともに阻害
された。また、血清の代わりにビトロネクチンを添加した培地を用いた場合、NHDF は
鉄架橋アルギン酸薄膜上に、血清含有培地を用いた場合と同程度に、接着・伸展した（図
8A, B）。これらの結果から、ビトロネクチンが鉄架橋アルギン酸上での細胞の接着・伸
展に重要な役割を果たしていることが示唆される。繊維芽細胞を TCP 上で培養した場
合にも同様の現象が観察されており、Steele らは血清含有培地を用いた系での繊維芽細
胞の TCP への初期接着はビトロネクチンの表面への吸着が重要であることを示してお
 34 
り、また、ヒト皮膚繊維芽細胞の場合には、特に細胞伸展に対してビトロネクチンが影
響を及ぼしていることも報告している（Steele et al., 1992）。 
図 9 では、鉄架橋アルギン酸はカルシウム架橋アルギン酸に比べタンパク質吸着能が
はるかに高いことが明らかにされた。鉄架橋アルギン酸において、通常培養条件下であ
る 10% (v/v) FBS を含む培地に浸漬させた場合（レーン 5）の検出タンパク質量が尐な
いが、これは、大部分のタンパク質が本研究の手法では検出限界以下となってしまった
ためであると考えられる（図 9）。ビトロネクチンとフィブロネクチンは血漿中には同
程度の濃度で含まれていることが知られているが（Bale et al., 1989）、本章の実験結果か
らは、ビトロネクチンはフィブロネクチンよりも豊富に血清中に含まれていることが示
された（図 9B）。フィブロネクチンは細胞培養用に血清が作製される際の凝固過程で減
尐してしまうため（Knox and Griffiths, 1980）、組織培養グレードのウシ血清にはビトロ
ネクチンがフィブロネクチンよりも豊富に含まれることが知られており（Hayman et al., 
1985）、本章の実験結果はこの知見を反映した結果であると考えられる。このように、
ビトロネクチンとフィブロネクチンは血清中での含有量は異なっているが、ビトロネク
チンの鉄架橋アルギン酸表面での細胞接着に対する重要性は、これらのタンパク質を同
濃度で作用させた実験からも確認されている（図 8A, B）。フィブロネクチンは、吸着さ
れる材料表面の状態に応じて異なる立体構造をとり、細胞接着を媒介する際に立体構造
が影響を及ぼすことが報告されている（Grinnell and Feld, 1981; Grinnell and Feld, 1982）。
このことから、鉄架橋アルギン酸薄膜上に吸着されたフィブロネクチンは、細胞の初期
接着・伸展に対して不活性な立体構造をとっている可能性も考えられる。 
本章の実験結果から、鉄架橋アルギン酸薄膜はカルシウム架橋アルギン酸薄膜よりも
疎水的であることが明らかになった（図 10）。カルシウム架橋アルギン酸は親水性高分
子であることがわかっており（Glicklis et al., 2000）、親水性の強い表面はタンパク質の
吸着や細胞の接着に不適であることが知られている（Smetana, 1993）。このことから、
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鉄架橋アルギン酸がカルシウム架橋アルギン酸に比べ疎水的であることが、タンパク質
の吸着・細胞の接着に対し有利にはたらいていると推測できる。 
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第４章 
 
培養基質に鉄イオン架橋アルギン酸薄膜 
を用いた細胞回収法 
 38 
１．序論 
 生体外における細胞培養は、生物医学分野での研究及び治療への応用のために欠かせ
ない技術である。付着性細胞を培養する際には、培養基質からの細胞の剥離・回収は必
要不可欠なプロセスであり、また、培養基質としては TCP 等が一般的に多く利用され
ている。従来から広く用いられている細胞回収方法には、トリプシン処理などの酵素処
理や、スクレーピングのような物理的剥離による方法がある。しかしながら、これらの
回収方法は、細胞に尐なからぬダメージをもたらすことが知られている。酵素処理では、
様々な細胞膜発現タンパク質が部分的な加水分解を受けることにより細胞膜が傷害を
受け、細胞の機能が損なわれる（Gräbner et al., 2000; Hirai et al., 2002; Mutin et al., 1996; 
Piercy et al., 2001; Revel et al., 1974; Wu et al., 2005）。スクレーピングは、細胞に物理的ダ
メージをもたらし、細胞の生存能力を低下させる（Heng et al., 2007; McNeil et al., 1984）。
細胞回収過程でもたらされるこれらのダメージにより、細胞は、活性酸素のような遍在
的有害物質に対し脆弱になることが報告されている（Wu et al., 2005）。また、細胞の凍
結保存は、細胞の長期保存に有用である一方で、細胞に対し負担が大きく、細胞膜は非
常に損傷を受けやすいことが知られている（Sasnoor et al., 2005）。Heng らは、生存能力
が高い状態で回収した細胞の方が、凍結・融解後の生存率が高まることを報告している
（Heng et al., 2007）。このようなことから、細胞へのダメージの尐ない回収方法は、多
くの目的に対し有用であると考えられる。 
 本研究では、細胞へのダメージが尐ない回収方法を新規に考案した。細胞を鉄架橋ア
ルギン酸薄膜を培養基質に用いて培養し、アルギン酸の溶解による細胞の回収を試みた。
第３章において、鉄架橋アルギン酸薄膜上で細胞が良好に接着・増殖することが明らか
になった。「第２章 １．研究背景」で述べたように、アルギン酸は二価以上の金属イ
オンにより架橋されゲル化するが（Smidsrod and Skjak-Braek, 1990; Sriamornsak and 
Kennedy, 2006）、ゲル化したアルギン酸は架橋イオンが置き換わることにより溶解する。
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鉄架橋アルギン酸もクエン酸塩のようなキレート剤を作用させることにより生理的条
件下で容易に溶解するため、細胞を培養した後に溶解することも可能となる。 
 そこで本章では、鉄架橋アルギン酸基質の溶解による培養細胞回収方法の有用性を、
トリプシン処理・スクレーピングと比較することにより評価した。モデル細胞として
HeLa 細胞を用いた。回収後の細胞生存率・代謝活性、また継代培養後の細胞回復率を
調べた。また、それぞれの回収方法によりもたらされる細胞膜の損傷の程度を調べ、
H2O2 からの影響の受けやすさも検証した。さらに、細胞凍結保存後の細胞生存率・代
謝活性・回復率を評価した。その結果、本研究で考案した新規の細胞回収方法の有効性
を明らかにした。 
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２．材料と方法 
（１） 材料 
MVG は FMC Biopolymer より購入した。E-MEM および Hanks 液は日水製薬、FBS は
Tissue Culture Biologicals、トリプシンは Becton Dickinson より購入した。抗インテグリ
ン β1 ポリクローナル抗体（L-16）は Santa Cruz Biotechnology より購入した。抗 N-カド
ヘリンポリクローナル抗体（YS）は IBL より購入した。抗 β-アクチンモノクローナル
抗体（C4）は Santa Cruz Biotechnology より購入した。HRP 標識抗ヤギ、抗ウサギ、お
よび抗マウス IgG 抗体は Santa Cruz Biotechnology より購入した。他の試薬は和光純薬工
業より購入した。 
 
（２） アルギン酸薄膜の作製 
第３章と同様に行なった。 
 
（３）細胞の培養 
HeLa 細胞は 10% (v/v) FBS を含む E-MEM を用いて 37℃、5％ CO2条件下で培養した。
細胞は 0.25% (w/v) トリプシンと 0.02% (w/v) EDTA を含む PBS を用いて 37℃にて 10
分間のトリプシン処理を行い基質から剥がした。続いて、10% (v/v) FBS を含む E-MEM
を加え、酵素反応を停止させ、細胞懸濁液を 1000 g にて 5 分間遠心し、上清を除いた
後、10% (v/v) FBS を含む E-MEM に再懸濁した。細胞は 6 ウェルの組織培養プレート
に入れた鉄架橋アルギン酸薄膜、または TCP 基質上に、4000 個/cm2の濃度になるよう
3 ml の培地に懸濁して播種した。その後、37℃、5％ CO2条件下で培養し、培地交換は
毎日行なった。 
 
（４）細胞の回収 
コンフルエントに達した細胞は、種々の方法を用いて回収した。培養基質溶解法では、
鉄架橋アルギン酸薄膜を新しいプレートに移し PBS にて洗浄後、50 mM のクエン酸ナ
トリウムを含む培地を 3 ml 加え 37℃にて数分間静置し薄膜を溶解させ、細胞を回収し
た。また、トリプシン処理またはラバーポリスマンを用いたスクレーピング処理は、TCP
のウェルを同様に PBS にて洗浄した後に行い、細胞を脱着させた。いずれの場合にお
いても、回収した細胞懸濁液は 1000 g にて 5 分間遠心し、上清を除いた後、10% (v/v) 
FBS を含む E-MEM に再懸濁した。 
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（５）細胞生存率の測定 
細胞生存率は、トリパンブルー色素排除法を用いて測定した。 
 
（６）細胞代謝活性の測定 
細 胞 の 代 謝 活 性 は 、 Cell Counting Kit-8 （ 同 仁 化 学 研 究 所 ） を 使 用 し て
2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, 
monosodium salt（WST-8）アッセイにて測定した。WST-8 アッセイは、電子メディエー
ター存在下で細胞内脱水素酵素活性により WST-8 が還元された際に生じるホルマザン
色素の量を測定することにより細胞の代謝を評価する方法である。回収した細胞を 96
ウェルの組織培養プレートに、2.5×104 個/cm2 の濃度になるよう 10% (v/v) FBS を含む
E-MEM に懸濁して播種した。各ウェルに 10 μl の Cell Counting Kit 溶液を加え、37℃、
5％ CO2条件下にて 2 時間培養した後、マイクロプレートリーダ （ーMaltiskan spectrum, 
Thermo）にて、650 nm を参照波長として 450 nm の吸光度を測定した。 
 
（７）細胞の継代 
回収した細胞を 24 ウェルの組織培養プレートに、2.5×104個/cm2の濃度になるよう 10% 
(v/v) FBS を含む E-MEM に懸濁して播種し、37℃、5％ CO2 条件下にて培養した。細
胞の回復率を評価するため、24 時間培養後の接着細胞数を測定した。接着細胞数をカ
ウントするため、各ウェルを PBS にて洗浄した後、トリプシン処理により接着細胞を
脱着させた。その後 10% (v/v) FBS を含む E-MEM に再懸濁し、懸濁液中の細胞数を
Coulter Counter（Beckman Coulter Corporation）を使用してカウントした。細胞の形態は
位相差顕微鏡を用いて観察した。 
 
（８）細胞表面形態の観察 
回収した細胞を Hanks 液で洗浄した後、2% (v/v) グルタルアルデヒドを含むリン酸バッ
ファー（pH 7.2）を用いて 4℃にて 1 時間固定させた。固定後の細胞をリン酸バッファ
ーにて洗浄した後、エタノールを用いて脱水処理し、自然乾燥させた。サンプルに Au
コーティングを施した後、走査型電子顕微鏡（scanning electron microscopy; SEM）
（VE-9800, Keyence）にて観察した。 
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（９）細胞接着分子の発現解析 
細胞接着分子の発現を解析するため、回収した細胞を Hanks 液で洗浄した後、RIPA バ
ッファー［50 mM Na2HPO4 (pH 7.2)、1% (w/v) deoxycholate、1% (v/v) Triton X-100、0.1% 
(w/v) SDS、150 mM NaCl、2 mM EDTA、1 mM phenylmethylsulphonylfluoride、プロテア
ーゼインヒビターカクテル錠(1 錠/10 ml) （complete, Mini, EDTA-free tablets, Roche 
Diagnostics）］を用いて溶解させた。細胞 5×105個相当のタンパク質を 6または 10％ (w/v) 
ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE により分離し、polyvinyliden difluoride
（PVDF）膜（Millipore）に転写し、イムノブロットにより解析した。タンパク質が転
写された膜を 5% (w/v) スキムミルクを含む PBS にてブロッキングした後、ブロッキン
グ溶液にて希釈した抗インテグリン β1 抗体（1：200 希釈）、抗 N-カドヘリン抗体（1 
μg/ml）、もしくは抗 β-アクチン抗体（1：1000 希釈）で室温にて 2 時間反応させた。0.05% 
(v/v) Tween 20 を含む PBS にて洗浄した後、膜を HRP 標識の二次抗体で室温にて 60 分
反応させ、再び洗浄した後、DAB 発色を用いて抗体と反応したタンパク質のバンドを
可視化した。吸着タンパク質の定量分析は、Image J 1.40 g (http://rsb.info.nih.gov/ij)を用
いて行なった。 
 
（１０）H2O2による細胞傷害の評価 
回収した細胞を 24 ウェルの組織培養プレートに、2.5×104個/cm2の濃度になるよう 10% 
(v/v) FBS を含む E-MEM に懸濁して播種し、H2O2（0、25、50、100 μM）存在下で、37℃、
5％ CO2条件下にて 24 時間培養した。培養後、各ウェルを PBS にて洗浄した後、トリ
プシン処理により接着細胞を脱着させ、トリパンブルー色素排除法を用いて細胞生存率
の測定を行なった。 
 
（１１）細胞の凍結・融解 
各々の方法で回収した細胞を、培地で１度洗浄した後、10% (v/v) FBS 及び 10% (v/v) 
dimethyl sulfoxide（DMSO）を含む E-MEM で構成される凍結溶液中に 4×105個/ml の濃
度で再懸濁し、クライオバイアルに入れた。細胞の入ったクリオバイアルを 1 分間 1℃
の凍結温度レートの凍結容器（Cryo 1ºC Freezing Container, Thermo Fisher Scientific）に入
れ-80ºC まで凍結した。その後サンプルを液体窒素中に移し、1 週間以上保存した。凍
結細胞の融解は 37℃のウォーターバス中で迅速に行ない、培地にて 2 回洗浄した。融
解直後の細胞生存率はトリパンブルー色素排除法にて測定した。融解直後の細胞代謝活
性は、WST-8 アッセイにて測定した。また、融解後の細胞を 24 ウェルの組織培養プレ
ートに、2.5×104個/cm2 の濃度になるよう 10% (v/v) FBS を含む E-MEM に懸濁して播種
し、37℃、5％ CO2条件下にて培養した。細胞の回復率を評価するため、24 時間培養後
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の接着細胞数を測定した。接着細胞数をカウントするため、各ウェルを PBS にて洗浄
した後、トリプシン処理により接着細胞を脱着させた。その後 10% (v/v) FBS を含む
E-MEM に再懸濁し、懸濁液中の細胞数を Coulter Counter を使用してカウントした。細
胞の形態は位相差顕微鏡を用いて観察した。 
 
（１２）統計 
第３章と同様に行なった。 
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３．結果 
（１）継代培養時への影響 
培養基質溶解法・トリプシン処理・スクレーピングにより回収した細胞の、回収直後
の生存率・代謝活性、また 24 時間継代培養後の回復率を測定した（図 11）。培養基質
溶解法により回収した細胞の生存率（89.6±1.8%）は、トリプシン処理により回収した
場合（86.5±3.5%）と同程度であり、スクレーピングにより回収した場合（70.6±6.6%）
と比べると優位であった。培養基質溶解法により回収した細胞の代謝活性・回復率
（111.8±16.7%）は、トリプシン処理の場合（89.7±2.7%および 93.8±8.9%）、スクレーピ
ングの場合（43.3±4.8%および 68.1±12.5%）と比較すると最も優位であった。 
また、24 時間継代培養後の細胞の形態を観察した（図 12）。細胞形態に、細胞回収方
法の違いによる差は見られなかった。 
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図 11 細胞回収方法の違いが細胞の生存率（A）、代謝活性（B）、継代時の回復率（C）
へ及ぼす影響 
 
培養基質溶解法（dissolution of the culture substrate; D）、トリプシン処理（trypsinization; T）、
またはスクレーピング（scraping; S）により回収した細胞について評価を行った。（A）
細胞生存率はトリパンブルー色素排除法により測定した。生存率は、全細胞数に対する
未染色細胞（生細胞）数の割合で算出した。値は平均値（±標準偏差）で表した（n=4）。
*P <0.05。（B）細胞代謝活性は WST-8 アッセイを用いて測定した。代謝活性は、培養
基質溶解法により回収した細胞の吸光度の値に対する割合で算出した。値は平均値（±
標準偏差）で表した（n=3）。*P <0.05。（C）回収後の細胞を 10% (v/v) FBS を含む E-MEM 
を用いて 37℃にて 24 時間培養後、接着細胞数をカウントすることにより細胞の回復率
を評価した。回復率は、播種細胞数に対する接着細胞数の割合で算出した。値は平均値
（±標準偏差）で表した（n=8）。*P <0.05。 
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図 12 培養基質溶解法（A）、トリプシン処理（B）、またはスクレーピング（C）によ
り回収した細胞の継代培養時の形態 
 
細胞の形態は、回収した細胞を 10% (v/v) FBS を含む E-MEM を用いて 37℃にて 24 時
間培養した後に評価した。 
スケールバー： 200μｍ。 
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（２）細胞の表面形態 
 回収後の細胞の形態を SEM を用いて観察した（図 13）。培養基質溶解法にて回収し
た細胞の表面には多くの微絨毛が観察された（図 13A）。トリプシン処理により回収し
た細胞の表面は滑らかであった（図 13B）。スクレーピングにより回収した細胞の表面
は、培養基質溶解法により回収した場合と同様であったが（図 13C）、崩壊してしまっ
ている細胞も観察された（実験結果不記載）。 
 
（３）細胞接着分子の発現 
細胞回収方法の違いが、細胞接着分子の発現に及ぼす影響について調べた（図 14）。
β1 インテグリンおよび N-カドヘリンの発現をイムノブロット法にて解析するため、細
胞を回収した後溶解させた。培養基質溶解法により回収した細胞は、どちらの接着分子
の発現も、三通りの回収方法の中で最も高く、定量分析の結果、スクレーピングにより
回収した細胞の約 4.7 倍の発現量であった。トリプシン処理により回収した場合には、
どちらの接着分子もほとんど発現が確認できなかった。 
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図 13 培養基質溶解法（A）、トリプシン処理（B）、またはスクレーピング（C）によ
り回収した細胞の走査型電子顕微鏡写真 
 
スケールバー： 2.5μｍ。 
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図 14 細胞回収方法の違いがβ１インテグリンおよびN-カドヘリンの発現に及ぼす影響 
 
細胞を、培養基質溶解法（dissolution of the culture substrate; D）、トリプシン処理
（trypsinization; T）、またはスクレーピング（scraping; S）により回収後、溶解させ、細
胞抽出物を SDS-PAGE により分離後、抗インテグリン β１および抗 N-カドヘリン抗体
を用いたイムノブロット法により解析した。コントロールとして、抗 β-アクチン抗体を
用いた解析も同時に行なった。
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（４）H2O2による細胞傷害への抵抗性 
酸化ストレスに対する抵抗性を調べるため、各々の方法で回収した細胞を種々の濃度
の H2O2 存在下にて培養し、細胞生存率を測定した（図 15）。その結果、培養基質溶解
法により回収した細胞は、他の方法により回収した細胞に比べ、H2O2 によるダメージ
への抵抗性が高く、引き起こされる細胞死の割合が低いことが示された。トリプシン処
理やスクレーピングにより回収された細胞では H2O2 によるダメージを受けやすくなる
ことが示された。 
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図 15 細胞回収方法の違いが H2O2により引き起こされる細胞傷害への抵抗性に及ぼす
影響 
 
細胞を、培養基質溶解法（dissolution of the culture substrate; D）、トリプシン処理
（trypsinization; T）、またはスクレーピング（scraping; S）により回収後、10% (v/v) FBS
を含む E-MEM を用いて、H2O2（0、25、50、100 μM）存在下で、37℃にて 24 時間培
養した。細胞生存率はトリパンブルー色素排除法を用いて測定した。生存率は、H2O2
未処理条件下での生存率に対する割合で算出した。値は平均値（±標準偏差）で表した
（n=4）。*P <0.05：D の、他の細胞回収方法に対する統計的有意差。 
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（５）凍結・融解後への影響 
各々の方法により回収した後、標準的な凍結培地（FBS および 10% DMSO 含有）を
用いて凍結保存を行なった細胞について、融解後の生存率・代謝活性・回復率を調べた
（図 16）。培養基質溶解法により回収した細胞は、顕著に高い融解後の生存率
（72.4±11.2%）、代謝活性、回復率（76.7±18.8%）を示した。トリプシン処理およびス
クレーピングにより回収した細胞では、ともに低い細胞生存率（51.9±8.9%および
44.0±3.9%）、代謝活性（75.2±1.6%および 60.5±0.9%）、回復率（36.7±8.1%および
32.1±14.1%）が示された。 
融解した細胞の 24 時間培養後の細胞の形態を観察した（図 17）。いずれの場合も細
胞形態に差は見られず、細胞の密度は細胞回復率と同調した結果であった。 
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図 16 細胞回収方法の違いが凍結・融解後の細胞の生存率（A）、代謝活性（B）、回復
率（C）へ及ぼす影響 
 
培養基質溶解法（dissolution of the culture substrate; D）、トリプシン処理（trypsinization; T）、
またはスクレーピング（scraping; S）により回収し、凍結・融解した後の細胞について
評価を行った。（A）細胞生存率はトリパンブルー色素排除法により測定した。生存率
は、全細胞数に対する未染色細胞（生細胞）数の割合で算出した。値は平均値（±標準
偏差）で表した（n=4）。*P <0.05。（B）細胞代謝活性は WST-8 アッセイを用いて測定
した。代謝活性は、培養基質溶解法により回収した細胞の吸光度の値に対する割合で算
出した。値は平均値（±標準偏差）で表した（n=3）。*P <0.05。（C）融解後の細胞を 10% 
(v/v) FBS を含む E-MEM を用いて 37℃にて 24 時間培養後、接着細胞数をカウントする
ことにより細胞の回復率を評価した。回復率は、凍結細胞数に対する接着細胞数の割合
で算出した。値は平均値（±標準偏差）で表した（n=8）。*P <0.05。
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図 17 培養基質溶解法（A）、トリプシン処理（B）、またはスクレーピング（C）によ
り回収した細胞の凍結・融解後の培養時の形態 
 
細胞の形態は、融解した細胞を 10% (v/v) FBS を含む E-MEM を用いて 37℃にて 24 時
間培養した後に評価した。 
スケールバー： 200μｍ。 
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４．考察 
付着性細胞を、高い細胞生存率を維持したまま、損傷が尐ない状態で、培養基質から
回収することは、生物医学分野の研究・治療への応用に対し有益である。本章の研究に
より、鉄架橋アルギン酸を用いた培養基質の溶解による細胞の回収方法が、優れた方法
であることが示された。 
アルギン酸は、細胞培養に関連した用途に適した材料であり、これまでにイオン架橋
アルギン酸は、細胞のカプセル化（Orive et al., 2006）、細胞の移植（Atala et al., 1994）、
細胞の培養基質（Li et al., 2005; Machida-Sano et al., 2009; Rowley et al., 1999）など様々な
目的に応用されてきた。また、鉄架橋アルギン酸は、細胞毒性の観点から生体適合性を
評価した研究により、生体適合性を有する材料であることも分かっている（Ma et al., 
2008）。さらに、第 3 章の結果からも、鉄架橋アルギン酸は細胞との親和性が高く、細
胞培養に関する用途に適していることが確認されている。 
細胞が培養基質から脱着される際、外的環境に接している細胞膜は最も影響を受けや
すい部位であると考えられる。酵素処理は、細胞接着分子などの細胞膜関連タンパク質
に損傷をもたらすことがわかっている（Gräbner et al., 2000; Mutin et al., 1996; Piercy et al., 
2001; Wu et al., 2005）。細胞の機能は、細胞―基質間および細胞―細胞間相互作用に依
存しており、これらにより細胞の安定した単層構造配置も保持される（Piercy et al., 
2001）。β1 インテグリンを含むインテグリンファミリーは、細胞―基質間相互作用に関
与しており（Akiyama, 1996; Buck and Horwitz, 1987）、N-カドヘリンを含むカドヘリンフ
ァミリーは細胞―細胞間の接着を媒介している（Li et al., 2001; Takeichi, 1995）。HeLa
細胞はフィブロネクチンやコラーゲンといった基質への接着を媒介する β1 インテグリ
ン（Auer and Jacobson, 1995; Toyoshima and Nishida, 2007）、および細胞間結合を形成する
N-カドヘリン（Wahl et al., 2003）を発現している。これらの接着分子は、トリプシンの
加水分解作用により切断されること（Mutin et al., 1996; Piercy et al., 2001; Wu et al., 
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2005）、また接着分子の種類によってトリプシン処理の影響の受けやすさが異なること
も報告されている（Gräbner et al., 2000）。本章のイムノブロット法による解析結果から、
トリプシン処理によりインタクトの β1 インテグリンおよび N-カドヘリン分子が劇的に
減尐することが確認された（図 14）。また低分子量領域に、これらの接着分子の切断断
片が検出された（実験結果不記載）。スクレーピングはトリプシン処理に比べ、β1 イン
テグリン切断への影響が尐ないことが報告されているが（Piercy et al., 2001）、本章の結
果もこの知見と一致しており、また N-カドヘリンについても同様の結果が得られた（図
14）。しかしながら、スクレーピングによって回収した場合には培養基質溶解法の場合
に比べるとインタクトな分子の検出量が尐なく、回収後の細胞生存率も低かった（図
11, 14）。このことから、スクレーピングによる回収は、細胞膜に物理的ダメージをもた
らしていることが考えられる。これらの結果から、培養基質溶解法は細胞膜の損傷を軽
減でき、トリプシン処理の影響を受けやすい接着分子の保持や機械的ダメージの回避に
有効的であることが示唆された。 
培養細胞の利用を考えた場合、細胞膜上での接着分子発現の変化を最小限にとどめて
おくことは、高い接着能力を維持できるという点から、非常に重要である（Piercy et al., 
2001）。トリプシン処理が引き起こす β1 インテグリンの切断により、細胞は、酸化スト
レスが与えられた場合にアポトーシスを起こしやすくなることが報告されている（Wu 
et al., 2005）。本章の結果からも、培養基質溶解法によって損傷が尐ない状態で回収した
細胞では、外因性の H2O2による酸化ストレスへの耐性が高いことが確認された（図 15）。
Wu らは、インテグリンの活性化因子として知られるマンガンを作用させ細胞―基質間
相互作用を促進すると、H2O2 により引き起こされるアポトーシスが顕著に減尐するこ
とを報告している（Wu et al., 2005）。このようなことから、接着分子により媒介される
細胞の機能は、細胞の生物活性に影響していることが示唆され、周辺環境からの有害な
影響から身を守るためには、細胞膜に損傷のない状態であることが重要な要素となると
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考えられる。 
細胞の凍結保存は、細胞移植、生体組織工学、遺伝子工学を含む生物医学分野の研究・
治療の目的において、生細胞の保存方法として非常に有用である。しかし、凍結・融解
のプロセスは細胞に多くの損傷をもたらし（Gao and Critser, 2000; Mazur, 1984）、その結
果、凍結・融解プロセスを経た細胞は尐なからぬ割合で細胞死を起こす（Coundouris et al., 
1993）。凍結保存によって細胞にもたらされるダメージは、細胞膜の損傷および活性酸
素産生が主な要因であり（Hernandez and Granger, 1988; Sasnoor et al., 2005）、細胞膜は凍
結保存を通じて非常に傷つきやすいことが知られている（Sasnoor et al., 2005）。多くの
場合、付着性細胞は懸濁培養条件下において凍結保存されるため、培養基質からの回収
時および凍結・融解時の双方のプロセスでダメージを受けることによって、細胞に、よ
り多くの損傷がもたらされると考えられる。そのため、細胞膜に損傷が尐なければ、凍
結・融解時の環境変化への耐性が向上することも推測される。本章の結果から、培養基
質溶解法によって回収した損傷の尐ない細胞では、融解後の生存率が高いことが確認さ
れた（図 16）。この結果は、融解後の生存細胞の回収率は凍結前の細胞の生存率と相関
性があるとする報告（Heng et al., 2007）と一致している。凍結・融解は細胞に深刻な損
傷をもたらすため、培養基質溶解法の有用性は、融解後の細胞においてより顕著に表れ
たと考えられる。これらの結果は、細胞膜に損傷が尐なく、生存能力が高い状態である
ことにより、凍結保存後の生細胞の回収率が高まることを明示している。 
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第５章 
 
本研究の総括と今後の展望 
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１．総括 
「第２章 ２．本研究の目的」で述べたように、本研究では、有用な細胞の培養基質
の考案を目的とし、材料に適していると考えられるアルギン酸を用いてその開発を試み
た。本研究の結果から、鉄イオンを用いて架橋させたアルギン酸の、細胞培養基質とし
ての有用性が明らかにされた。 
本研究ではまず、鉄イオンにより架橋させたアルギン酸薄膜を作製し、ヒト皮膚繊維
芽細胞を用いて培養基質としての適性を評価した。その結果、鉄架橋アルギン酸薄膜は、
一般的に広く用いられているカルシウム架橋アルギン酸とは対照的に、タンパク質の吸
着および細胞の接着・伸展・増殖に適した表面を有するということが明らかにされ、鉄
架橋アルギン酸が付加的な修飾なしで細胞の足場となり得ることが示された。さらに、
鉄架橋アルギン酸表面上でのヒト皮膚繊維芽細胞の初期の接着・伸展には、ビトロネク
チンが重要な役割を果たしていることが示唆された。これらの結果から、細胞培養基質
としての利用には不適であるとされてきたアルギン酸が、鉄イオンを架橋剤として用い
ることにより、培養基質としての利用へも有用な材料となることが示された。 
次に、鉄架橋アルギン酸を細胞培養基質に用いた、培養基質溶解による細胞回収方法
の有効性を明らかにした。この方法は従来の細胞回収方法であるトリプシン処理やスク
レーピングに比べ、細胞膜への損傷が尐なく、酸化ストレスへの細胞の抵抗性を向上さ
せ、細胞の継代培養時および凍結・融解後の生存率・回復率を高めるものであった。こ
れらの結果から、鉄架橋アルギン酸を用いたこの新規の細胞回収法は、細胞へのダメー
ジが尐ない、優れた方法であることが示された。 
以上、本研究により、鉄架橋アルギン酸が細胞培養基質に適した材料であることが示
され、また鉄架橋アルギン酸の特性を利用した培養細胞回収方法が有効な手法であるこ
とが明らかになったことから、鉄架橋アルギン酸の細胞培養関連用途における有用性が
示された。 
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２．応用の可能性 
本研究の結果は、鉄架橋アルギン酸の、様々な用途への応用の可能性を期待させるも
のである。 
鉄イオンにより架橋させたアルギン酸が、細胞培養基質として優れた材料であること
が示されたことから、鉄架橋アルギン酸の生体組織工学分野をはじめとする多くの生物
医学分野への応用が期待できる。また、このような細胞培養基質は、様々な様式の細胞
培養への応用が期待できる。たとえば、TCP のような培養基質を用いた場合、細胞の栄
養分摂取は上面からであるが、薄膜状培養基質の利用により、下面からの栄養分摂取が
可能となり極性を考慮した培養が、また、薄膜状培養基質の両面に異種の細胞を播種す
ることによって、細胞間相互作用を考慮した、より生体内の環境に近い条件での三次元
培養が、可能になると考えられる（図 18）。 
また、鉄架橋アルギン酸を用いた培養細胞回収方法を利用することにより、細胞を損
傷の尐ない状態で回収できることから、この手法は多くの用途に対して有用であると考
えられる。たとえば、細胞の継代培養、凍結保存、細胞を用いた研究、細胞をベースと
した治療など、細胞生物学分野や再生医療分野での様々な用途への応用が期待できる。 
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図 18 薄膜状細胞培養基質の応用例 
 
薄膜状細胞培養基質を利用することにより、細胞の下面からの栄養分摂取を可能にした
「極性を考慮した培養」や、異種の細胞を培養基質の表面と裏面に播種することにより、
異種細胞間相互作用を考慮した「三次元培養」への応用が期待できる。 
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３．今後の課題 
鉄イオン架橋アルギン酸の、細胞培養基質としての有用性を、より深く検証するため、
今後さらに詳細な解析を行う必要がある。 
まず、鉄架橋アルギン酸薄膜上にタンパク質が吸着するメカニズムのさらなる検証が
必要である。鉄架橋アルギン酸薄膜上への細胞の接着には、表面へのタンパク質の吸着
が重要な要素となることが示されたため、タンパク質の吸着メカニズムの解明は、細胞
培養基質としての特性を理解するうえで非常に重要である。本研究では、接触角の測定
により表面の親水・疎水性の程度を評価したが、この他にも、材料表面の電荷や粗さな
どもタンパク質の吸着を左右することが知られているため（Cai et al., 2006; Dufrêne et 
al., 1999; Richert et al., 2002; Wilson et al., 2005）、これらの因子についても検証する必要
がある。 
また、鉄架橋アルギン酸が、細胞の生存にとって良好な足場材料であるかどうかをよ
り詳しく検証するため、鉄架橋アルギン酸薄膜上での細胞の生理学的機能の解析を行う
必要がある。本研究では、鉄架橋アルギン酸薄膜上での細胞の接着・伸展・増殖につい
ての評価を行ったが、今後は遺伝子レベルでの解析等を行うことにより、鉄架橋アルギ
ン酸基質上の培養細胞について、さらに詳細に生理学的な側面から評価してゆくことが
課題となる。 
さらに、鉄架橋アルギン酸薄膜を利用した細胞回収方法が、細胞にとって有効である
根拠について、さらに深く追究する必要がある。本研究では、この新規の細胞回収方法
は、従来の方法に比べて細胞膜へのダメージが尐ないことなどを明らかにしたが、さら
に多方面からの検証を重ねることにより、有効性の解明をすすめる必要がある。 
そして、鉄架橋アルギン酸薄膜を利用した細胞回収方法の、異なる種類の細胞への応
用を試みる必要がある。本研究では、モデル細胞として HeLa 細胞を使用したが、今後
はさらに多くの様々な種類の細胞に対し評価を行い、新規細胞回収方法の有用性を検証
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してゆくことが課題となる。たとえば、再生医学分野において患者から採取した細胞を
培養して利用する場合など、細胞の回収段階でトリプシンなどの作用によって細胞の質
や回収量が低下してしまうことは非常に深刻な問題となる。そのため、特にトリプシン
処理等に敏感な細胞に対して、新規細胞回収方法の有効性を評価することは重要な課題
である。 
以上、上記のような課題に対して、今後さらなる研究を進めることにより、鉄架橋ア
ルギン酸の細胞培養基質としての有用性がより明確に示され、様々な用途への応用の礎
となることが期待される。 
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